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Mi ttelkettensoezif ische Thioesterasen 

Die Erfindung betrifft DNA-Sequenzen, die fur eine 
mittelkettenspezif ische Acyl- [ACP] -Thioesterase kodieren, und 
die Allele sowie Derivate dieser DNA-Sequenzen. . 

Die Thioesterasen sind wesentlich an der Produktion von 
Fettsauren in pflanzlichen Organismen beteiligt. Die Fett- 
saure- und Triacylglyceridbiosynthese lassen sich aufgrund der 
Kompartimentierung als getrennte Biosynthesen, jedoch im 
Hinblick auf das Endprodukt, als ein Biosyntheseweg ansehen. 
Die de novo Bio syn these von Fettsauren erfolgt in den 
Plastiden und wird von drei Enzymen bzw. Enzymsystemen 
katalysiert, d.h. der Acetyl-CoA Carboxylase (ACCase) , der 
Fettsauresynthase (FAS) und der Acyl- [ACP] -Thioesterase (TE) . 

Endprodukte dieser Reaktionsf olge sind in den meisten 
Organismen entweder Palmitin- (C 16sD ) , Stearin- (C 18s0 ) und/ nach 
einer Desaturierung, Olsaure (A9C X8;1 ) . Der Acyl- [ACP] - 
Thioesterase (TE) kommt die Funktion der Kettenlangen- 
termination zu. 

Im Cytoplasma dagegen erfolgt am Endoplasmatischen Reticulum 
die Triacylglyceridbiosynthese im sogenannten "Kennedy 
Pathway" aus Glycerin-3-Phosphat, das wahrscheinlich durch die 
Aktivitat der Glycerin- 3 -Phosphat Dehydrogenase (G3P-DH) 
bereitgestellt wird, und Fettsauren, die als Acyl-CoA- 
Substrate vorliegen. 

In tierischen Systemen (z.B. bei der Ratte) ist die Acyl- 
[ACP] -Thioesfterase in integraler Bestandteil der FASI und 
dort fur die Termination der Fettsaurebiosynthese v rant- 
wortlich. Eine zweite Acyl- [ACP] -Thioesterase (TEII) , die 
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gewebespezif isch exprimiert wird, sorgt jedoch in milch- 
produzierenden Brustdriisen der Ratte fur ein fruhzeitige 
Termination der Kettenverlangerung bei der Fettsaurebio- 
synthese und fur eine Freisetzung von C 10:0 und C 12:0 Fettsauren. 
Eine Expression dieser TEII in Maus fibroblast en fuhrte in 
diesen Zellen zu einer Bildung der genannten mittelkettigen 
Fettsauren und belegt somit, dafc dieses Enzym entscheidend an 
der Termination, der Kettenlange beteiligt ist. (S.A. Bayley et 
al, Bio/Technology 6, Seiten 1219-1221 (1988)). 

Auch in Pflanzen wurden Acyl- [ACP] -Thioesterasen gereinigt und 
auf ihre Aktivitat untersucht. Acyl- [ACP] -Thioesterasen mit 
Praferenz fiir die Hydrolyse langkettiger Acyl- [ACP] -Verbin- 
dungen wurden aus Carthamus tinctorius (T.A. McKeon et al, 
J.Biol.Chem. 257, Seiten 12141-12147 (1982)), Cucurbita 
moschata (H. Imai et al, Plant. Mol. Biol. 20/ Seiten 199-206 
(1992)) und Brassica napus (A. Hellyer et al, Plant. Mol. Biol. 
20, Seiten 763-780 (1992)) gereinigt. Entsprechende cDNAs 
wurden bereits von Carthamus tinctorius (D.S. Knutzon et al, 
Plant Physiol. 100, Seiten 1751-1758 (1992)) und Brassica 
napus (E.S. Loader et al, Plant .Mol. Biol. , Vol. 23, Seiten 769 
bis 778 (1993)) isoliert. Eine weitere TE mit Spezifitat fiir 
die Hydrolyse von C 12:0 - [ACP] wurde aus Umbellularia calif ornica 
(Kalifornischer Lorbeer) isoliert und von der Aktivitat einer 
C 18 . 0 - [ACP] spezifischen TE getrennt (M.R. Pollard et al, 
Art.Biochem.Biophys. 284/ Seiten 306-312 (1991)). In Cuphea 
lanceolata wurde ebenfalls die Aktivitat einer mittel- und 
einer langkettenspezif ischen TE nachgewiesen (P. Dormann et 
al, Planta 189. Seiten 425-432 (1993)). 

Ein nur teilweise gereinigtes Enzympraparat einer C 10j0 - 
spezif ischen Acyl- [ACP] -Thioesterase aus Cuphea hookeriana ist 
in der WO 91/16421 beschrieben. Wie Messungen von Hydrolyse- 
aktivitaten des Enzyms gegeniiber verschiedenen Substraten 
zeigen, liegen erhebliche Anteile an Aktivitaten vor, die 
nicht C 10;0 -spezifisch sind. 
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Fur die TE aus Umb llularia californica wurde eine cDNA, die 
fur ine mittelkett nspezif ische Acyl- [ACP] -Thioesterase 
codiert, isoliert. Sie fuhrte in transgenen Arabidopsis 
thaliana- und B. napus- Pflanzen zur Bildung mittelkettiger 
Fettsauren im Samen, insbesondere von Laurinsaure (C 12l0 ) und in 
geringen Mengen Myristinsaure (C 14j0 ) ; (T.A» Voelker et al. 
Science 257, Seiten 72-74 (1992) und H.M. Davies und T. A. 
Voelker in Murata, N. and C. Somerville (Herausgeber) : Current 
Topics in Plant Physiology: Biochemistry and Molecular Biology 
of Membrane and Storage Lipids of Plants, Vol. 9, Seiten 133- 
137; American Society of Plant Physiologists, Rockville 
(1993)) . 

Es besteht eindeutig ein erhohter Bedarf an Bereitstellung 
mittelkettiger Fettsauren, wie beispielsweise Caprinsaure 
(C 10l0 ) , die als Grundstoffe fur Weichmacher, Schmierstof f e, 
Pestizide, Tenside, Kosmetika usw. industriell einsetzbar 
sind. Eine Moglichkeit zur Bereitstellung dieser Fettsauren 
besteht in der Isolation (Extraktion) der Fettsauren aus 
Pf lanzen, die besonders hohe Gehalte dieser Fettsauren 
aufweisen. Die Erhohung von Gehalten an mittelkettigen 
Fettsauren auf klassischem Wege, also durch Zuchtung von 
Pflanzen, die in erhohtem Ma&e diese Fettsauren produzieren, 
konnte bisher nur bedingt erreicht werden. 

Es ist daher Aufgabe der Erfindung, Gene bzw. DNA-Sequenzen 
zur Verfugung zu stellen, die zur Verbesserung des Olertrags 
und zur Produktion von mittelkettigen Fettsauren in Pflanzen, 
die selbst nicht zur Herstellung solcher Fettsauren in der 
Lage sind oder nur in geringem Mafi diese Fettsauren 
produzieren, eingesetzt werden konnen. 

Diese Aufgabe wird mit den DNA-Sequenzen gemafi Patentanspruch 
1 bzw* den Genen aus den genomischen Klonen gemaft Patent- 
anspruch 6 gelds t. 
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Die Erfindung be tr if ft DNA-Sequenzen, die fur ein mittel- 
kettenspezif ische Acyl- [ACP] -Thioesterase kodieren, und di 
Allele sowie Derivate dieser DNA-Sequenzen. 

Die Erfindung betrifft weiterhin genomische Klone, die DNA- 
Sequenzen/ die fur eine mittelkettenspezif ische Acyl- [ACP] - 
Thioesterase kodieren und Promotoren sowie Regulatorsequenzen 
enthalten, und die Allele sowie Derivate dieser DNA-Sequenzen. 



Die Erfindung betrifft auSerdem ein Verfahren zur Herstellung 
von Pflanzen, Pf lanzenteilen und Pf lanzenprodukten, bei dem 
auf gentechnologischem Weg eine DNA-Sequenz, die fur eine 
mittelkettenspezif ische Acyl- [ACP] -Thioesterase kodiert/ 
\iber tragen wird. 



Die Erfindung betrifft schlieSlich auch die Verwendung dieser 
DNA-Sequenz zur Ubertragung von Genen fiir mittelkettenspezi- 
fische Acyl- [ACP] -ThioesteraBen in Pflanzen. 

Die Erfindung betrifft zudem noch Pflanzen, Pf lanzenteile und 
Pf lanzenprodukte, die nach dem oben genannten Verfahren 
hergestellt werden. 



Die Figuren dienen zur Erlauterung der vorliegenden Erfindung. 
Es zeigen: 

Figur 1 die Darstellung der DNA- bzw. Aminosauresequenz 

der degenerierten Oligonukleotide 3532 und 
2740; 



Figur 2 die Restriktionskarten der genomischen Klone 

fur die Acyl- [ACP] -Thioesterase ClTEgl, 
ClTEgl6, ClTEg4 und ClTEg7 aus Cuphea 
lanceolata; 

Figur 3 einen Vergleich der Aminosauresequenzen von 

Thioesterasen aus verschiedenen Pflanzen; 
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Pigur 4 funktionelle Telle aus binaren Vektoren zur 

Expression der erf indungsgemafien DNA-Sequenzen 
bzw. Gene aus den genomischen Klonen in 
transgenen Pflanzen; 

Figur 5 das Gaschromatogramm von in unreifem Rapssamen 

enthaltenen Fettsauren (pNBM99-2TE) ; 

Figur 6 das Gaschromatogramm von in unreifem Tabaksamen 

enthaltenen Fettsauren (pNBM99-2TE) ; 

Figur 7 das Gaschromatogramm von in reifem Rapssamen 

enthaltenen Fettsauren (pNBM99-TEgl) ; und 

Figur 8 das Gaschromatogramm von in reifem Rapssamen 

enthaltenen Fettsauren (pNBM99-TEg!6) • 



Es ist selbstverstandlich, da& im Rahmen der Erfindung auch 
allelische Varianten und Derivate der erf indungsgemafien DNA- 
Sequenzen erfafit sind, unter der Voraussetzung, da£ diese 
modif izierten DNA-Sequenzen und Gene fur mittelkettenspezi- 
fische Acyl- [ACP] -Thioesterasen kodieren. Zu den allelischen 
Varianten und Derivaten zahlen beispielsweise Deletionen, 
Substitutionen, Insertionen, Inversionen Oder Additionen der 
erf indungsgemafien DNA-Sequenz. 

Die erf indungsgemafien DNA-Sequenzen sowie die Gene aus den 
genomischen Klonen kodieren fur mittelkettenspezif ische Acyl- 
[ACP] -Thioesterasen, die die Bildung von C 8 . 0 bis C 14;0 - 
Fettsauren katalysieren. Die Erfindung bezieht sich 
insbesondere auf C 10l0 -spezif ische Acyl- [ACP] -Thioesterasen oder 
im wesentlichen C 10j0 -spezif ische Acyl- [ACP] -Thioesterasen und 
C 14j0 -spezif ische Acyl- [ACP] -Thioesterasen oder im wesentlichen 
C 14l0 -spezif ische Acyl- [ACP] -Thioesterasen, die bei der 
Fettsauresynthese verantwortlich fur die Bildung von 
Caprinsaure bzw. Myristinsaure sind. 
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Als Ausgangsmaterial fur die Isolierung von Genen, die fur 
xnittelk tt nspezif ische Acyl- [ACP] -Thioesteras n kodieren, ist 
jedes Pf lanzenmaterial geeignet, das diese Thioesterasen in 
ausreichender Henge produziert. Als besonders geeignetes 
Ausgangsmaterial hat sich in der vorliegenden Erfindung die in 
Mittelamerika beheimatete Pflanze Cuphea lanceolata erwiesen. 
Die Samen dieser Pflanze en thai ten 83% Caprinsaure • 

Zur Isolierung der erf indungsgemafien DNA-Sequenzen wurde eine 
cDNA-Bank aus Cuphea lanceolata (Wildtyp) mittels einer durch 
PCR (Polymerase Chain Reaction) hergestellten Hybridisie- 
rungssonde, PCR42, nach Genen fur mittelkettenspezif ische 
Acyl- [ACP] -Thioesterasen durchsucht. Auf diese Weise wurden 
die cDNA-Klone C1TE13, C1TE5 und C1TE12 isoliert. 

Die erhaltenen cDNAs wurden in ublicher Weise vollstandig 
doppelstrangig sequenziert. Die C1TE13-CDNA umfaSt als Apal- 
Eco RI-Fragment 1494 bp und enthalt das vollstandige 
Strukturgen fur eine mittelkettenspezif ische Acyl- [ACP] - 
Thioesterase. Die C1TE13 - cDNA kodiert fiir ein Protein mit 414 
Aminosauren einschlieSlich eines abgeleiteten Transitpeptids 
mit 111 Aminosauren. Als SEQ ID NO:l im Seguenzprotokoll ist 
die vollstandige DNA-Seguenz des 1494 bp cDNA- Fragments mit 
der daraus abgeleiteten Aminosaureseguenz wiedergegeben. Der 
kodierende Bereich erstreckt sich von Position 83 bis Position 
1324 der DNA-Seguenz, Das offene Leseraster beginnt an 
Position 83 mit dem Startkodon "ATG", welches fur die 
Aminosaure Methionin kodiert und endet an Position 1324 mit 
dem Stopkodon "TAG". Das abgeleitete Molekulargewicht des 
reifen Proteins betragt 34 kDa. 

Die DNA-Seguenzanalyse der beiden weiteren cDNAs C1TE5 und 
C1TE12 hat ergeben, dafi diese nicht das vollstandige Struktur- 
gen einer mittelkettenspezif ischen Acyl- [ACP] -Thioesterase 
en thai ten. Die DNA-Sequenzen der genannten cDNAs mit den 
daraus abgeleiteten Aminosaureseguenzen sind im Seguenz- 
protokoll als SEQ ID NO: 2 und SEQ ID NO: 3 aufgefiihrt. Die 
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C1TE5-CDNA als Eco Rl-XhoX- Fragment hat eine Lange von 1404 bp 
und kodiert gemafi dem of fenen Leseraster fur ein Pr tein znlt 
375 Aminosauren, wobei 34 Aminosauren des Transitpeptids 
f ehlen im Vergleich zur abgeleiteten Aminosauresequenz zur 
C1TE13. Die ClTE12-cDNA hat als Eco Rl-Xhol- Fragment, 
randstandige Xhol-Schnittstelle, eine Lange von 1066 bp und 
kodiert gemSS dem offenen Leseraster fur ein Protein mit 287 
Aminosauren, wobei 20 Aminosauren des reifen Proteins und das 
Transitpeptid f ehlen. 

In der nachfolgend angegebenen Tabelle I wird der 
Homologiegrad bzw. Identitatsgrad der Acyl- [ACP] -Thioesterase- 
Aminosauresequenzen der reifen Proteine der C1TE5- und C1TE13- 
cDNAs (abgeleitet aus der DNA-Sequenz) aus Cuphea lanceolata, 
CtTE2-l und CtTE5-2 aus Carthamus tinctorius und UcTE aus 
Umbellularia californica verglichen. 

Tabelle I 





CITE5 


CITE13 


CtTE2-1 


Ct7E5-2 


UcTE 




CI7E5 




91,3% 


44,8% 


482% 


57,0% 




CITC13 


96,0% 




44^% 


45,7% 


57,9% 




COE2-1 . 


67,1% 


67,6% 




82,5% 


39,7% 


Proz 


CITE5-2 


71,1% 


69,5% 


91,1% 




41,6% 


ent ld( 


UcTE 


75,1% 


76,3% 


63,8% 


62,7% 




sntitat 




Prozent Homologie 
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Der Vergleich der TE-Aminosauresequenz von C1TE13 mit der 
Thioesteras aus U. calif ornica (UcTE) z igt mit 57,9% 
identischen Aminosauren eine recht hohe Ubereinstimmung, die 
grofier ist als diejenige zu den langkettenspezif ischen 
Thioesterasen aus C. tinctorius (CtTE2-l und CtTE5-2) • So 
zeigt ebenfalls die Thioesterase der CITE 5 mit einer Identitat 
von 57,0% zu UcTE einen recht hohen Identitatsgrad. 

Pigur 3 zeigt einen Aminosauresequenzvergleich von Thioestera- 
sen aus Pflanzen. Die Sequenzen der reifen Proteine (Ausnahme: 
C1TE12, -20 Aminosauren) sind von den entsprechenden Thio- 
esterase (TE) cDNAs aus Carthamus tinctorius = Ct, Cuphea 
lanceolata = CI, Brassica napus « Bn und Umbellularia 
calif ornica ■ Uc abgeleitet. PCR42 ist das PCR-Produkt, das 
zum Screenen der cDNA-Bank verwendet wurde. Die Liicke zwischen 
den Positionen 374 und 393 (ca. 20 Aminosauren) tritt nur bei 
den mittelkettenspezif ischen Thioesterasen auf und liegt nahe 
vor dem einzigen uber alle Sequenzen konservierten Cystein 
(Position 359), dem mutmafilichen aktiven Cystein-Rest . Durch 
Veranderung der Sequenzabschnitte zwischen den genannten 
Positionen und andere, siehe unten, kann durch Genengeneering 
Einflufi auf die Kettenlangenspezif itat der Thioesterasen 
genommen werden. 

Des weiteren wurden genomische Klone aus Cuphea lanceolata 
isoliert und charakterisiert, die das vollstandige Strukturgen 
einer mittelkettenspezif ischen Acyl- [ACP] -Thioesterase sowie 
dazugehorige Regulatorsequenzen (wie Promotoren und 
Terminatoren) enthalten. Das bedeutet also, dafi sie voll- 
standige Transkriptionseinheiten bilden. Beim Screenen einer 
genomischen DNA-Bank von Cuphea lanceolata mit der ClTE5-cDNA 
als Sonde wurden 23 genomische Klone isoliert. Die genomischen 
Klone CITEgl, ClTEgl6, ClTEg4 und ClTEg7 sind in Figur 2 
gezeigt und anhand einer Restriktionsanalyse mit verschiedenen 
Restriktionsenzymen charakterisiert. Es handelt sich dabei urn 
DNA-Pragmente, die eine GroEe von 12,7 kb fiir CITEgl, 17,4 kb 
fur ClTEgl6, 13,5 kb fiir ClTEg4 und 14,7 kb fiir ClTEg7 
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aufweisen. Die Restriktionskartierung hat rgeben, daS die 
g zeigten genomischen Klone vier verschiedenen Klassen von 
Genen zuzuordnen sind. Es ist aufgrund von Sequenzdaten 
festgestellt worden, daS die cDNA CITE 5 dem Gen aus dem 
genomischen Klon ClTEg4, die CITE 12 - cDNA dem Gen aus dem 
genomischen Klon CITEgl, die ClTE13-c£)NA dem Gen aus dem 
genomischen Klon ClTEg7 und das PCR-Produkt PCR42 dem Gen aus 
dem genomischen Klon CITEgl 6 entsprechen. 

Anhand der beschriebenen cDNA-Seguenzen wurden interne, am 5'- 
Ende liegende Seguenzprimer abgeleitet. Mit diesen wurden an 
den genomischen Klonen als Matrize Sequenzdaten gewonnen, die 
Auf schluS uber den Beginn des kodierenden Bereichs und damit 
auch iiber die Begrenzung der Promotoren der Thioesterase-Gene 
gaben. Aufgrund dieser diagnostischen Sequenzabschnitte der 
genomischen Klone CITEgl, ClTEgl6, ClTEg4 und ClTEg7 im 
Bereich des jeweils kleinsten hybridisierenden Fragmentes 
(siehe schwarze Balken in Abbildung 2) konnte neben der 
Identitat als Gene fur mittelkettenspezif ische Thioesterasen 
im Vergleich zur Aminosauresequenz zur U« califoraica Thio- 
esterase auch die Vollstandigkeit der Thioesterase-Gene als 
Transkriptionseinheiten festgestellt werden. 

Durch DNA-Sequenzanalyse von ausgewahlten Sequenzabschnitten 
der genomischen Klone CITEgl, ClTEg4, ClTEg7 und ClTEgl6 
wurden die Thioesterase-Gene identif iziert . Die sequenzierten 
Bereiche sind als weifie Balken unter den in Figur 2 gezeigten 
Klonen erkennbar. Alle Gene bestehen aus sieben Exons, wobei 
das erste Exon im nicht translatierten Bereich der mRNA liegt. 
Auf einem 4098 bp DNA-Fragment des Klons CITEgl befindet sich 
das Strukturgen einer mittelkettenspezif ischen Acyl- [ACP] - 
Thioestrase, siehe SEQ ID NO: 4 im Sequenzprotokoll . Der 
kodierende Bereich beginn t mit Exon II an Position 1787 und 
endet mit Exon VII an Position 3941, Das Strukturgen einer 
mittelkettenspezif ischen Acyl- [ACP] -Thioesterase ist auf einem 
4643 bp DNA-Fragment d s Klons ClTEg7 enthalten. Wie aus SEQ 
ID NO: 6 im Sequenzprotokoll zu entnehmen ist, beginnt der 
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kodier nde Bereich an Position 773 mit Exon II und endet mit 
Exon VII an Position 3118. Der genomische Klon ClTEglS enthalt 
auf einem 5467 bp DNA-Fragment das Strukturgen einer mittel- 
kettenspezifischen Acyl- [ACP] -Thioesterase, siehe SEQ ID NO:7 
im Sequenzprotokoll . Der kodierende Bereich beginnt mit Exon 
II an Position 3284 und endet mit Exon VII an Position 5275. 
Der kodierende Bereich fur das Strukturgen einer mittel- 
kettenspezif ischen Acyl- [ACP] -Thioesterase ist fixr den 
genomischen Klon ClTEg4 nur unvollstandig vorhanden. SEQ ID 
NO: 5 im Sequenzprotokoll zeigt auf einem 928 bp DNA-Fragment 
das Exon II an den Positionen 1 bis 502 sowie das unvoll- 
standige Intron II an den Positionen 503 bis 928* 

Die Strukturgene fur die in den genomischen Klonen CITEgl, 
ClTEg7 und ClTEglS nachgewiesenen mittelkettenspezif ischen 
Acyl- [ACP] -Thioesterasen umfassen jeweils sieben Exons von 
fast gleicher Qrofie, wobei ebenfalls das Exon II der 
Thioesterase des Klons ClTEg4 in den Grd&enbereich der Exons 
II der ubrigen Thioesterasen fallt. Dem Intron I aller Gene 
kommen moglicherweise bei der Genexpression genregulatorische 
Funkionen zu. 

Der genomische Klon ClTEg4 wurde unter der Nummer DSM 8493 und 
der genomische Klon ClTEg7 unter der Nummer DSM 8494 am 27. 
August 1993 bei der DSM-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen 
und Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg IB, D- 3 8124 
Braunschweig hinterlegt. 

Die erf indungsgemafien DNA-Sequenzen, die fur eine mittel- 
kettenspezif ische Acyl- [ACP] -Thioesterase kodieren konnen 
unter Anwendung gentechnologischer Verfahren (in Form von 
anti-sense oder Uberexpression) in Pflanzen zur Produktion 
dieser Fettsauren in diesen Pflanzen eingefuhrt bzw. uber- 
tragen werden. Die erf indungsgemafien DNA-Se<juenzen werden, 
soweit sie nicht als vollstandige Transkriptionseinheit 
vorliegen, vorzugsweise zusammen mit geeigneten Promotoren, 
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insbesondere in rekombinanten V ktoren, wie beispi leweise 
binare Vektoren, in die Pflanzen eingefuhrt. 

Die genomischen Klone CITEgl, ClTEglS, ClTEg4 und ClTEg7 
konnen als eigene vollstandige Transkriptionseinheiten 
(enthaltend Promotor, Strukturgen und Terminator) zur Trans- 
formation von Pflanzen, wobei mittelkettenBpezif ische Fett- 
sauren in den Speicherlipiden akkumuliert werden, verwendet 
werden. Die Ausbeute an mittelkettigen Fettsauren kann durch 
Kreuzung und damit Kombination der Thioesterasegene optimiert 
werden. Eine Optimierung kann dahingehend stattfinden, dafi der 
Gehalt an neu eingebrachten Fettsauren erhoht wird oder 
verschiedene neue Fettsauren gebildet werden. 

Alle Arten von Pflanzen konnen fur diesen Zweck transf ormiert 
werden. Es werden bevorzugt solche Pflanzen transf ormiert, die 
eine erhohte Produktion von mittelkettenspezif ischen Fett- 
sauren aufweisen sollen und solche Pflanzen, die naturlicher- 
weise nicht diese Fettsauren synthetisieren. In diesem 
Zusammenhang seien Olpflanzen, wie beispielsweise Raps, 
Sonnenblume, Lein, Olpalme und Soja genannt. 

Die gentechnologische Einfiihrung der erf indungsgemafien DNA- 
Sequenzen, die fur eine mittelkettenspezif ische Acyl-[ACP]- 
Thioesterase kodieren, kann mit Hilfe ublicher Transforma- 
tions techniken durchgefuhrt werden. Solche Techniken umfassen 
Verfahren wie direkten Gentransfer, wie beispielsweise Mikro- 
injektion, Elektroporation, Particle g\in, das Quellen von 
Pf lanzenteilen in DNA-L6sungen, Pollen- oder Pollenschlauch- 
trans formation, virale Vektoren und Liposomen-vermittelten 
Transfer sowie die Ubertragung von entsprechenden rekom- 
binanten Ti-Plasmiden oder Ri-Plasmiden mittels Agrobacterium 
ttimefaciens und die Transformation durch Pf lanzenviren. 

In der vorliegenden Erfindung wurde zur Transformation die 
C1TE13 -cDNA als Apal-Eco RI-Fragment erstens hinter dem 
konstruierten Doppelpromotor der 35S RNA aus dem Cauliflower 



WO 95/06740 



PCT/EP94/02935 



12 

Mosaik Virus (p35S/Ap35S) in den binaren Vektor pRE9 (pNBM99- 
3TE) ingefuhrt, zw itens wurde dieses Fragment hinter den 
samenepezif ischen ACP2 3 -Promotor aus Raps in den binaren 
Vektor pREl eingefuhrt (pNBM99-2TE) . Des weiteren wurde ein 
Xbal- Fragment (7,3 kb) aus dem genomischen Klon CITEgl und ein 
Sall-Eco RI- Fragment (6 kb) aus dem genomischen Klon ClTEgl6 
in pREl eingefuhrt. Daraus resultieren die binaren Vektoren 
pNBM99-TEgl und pNBM99-TEgl6 . Das TE-Gen von CITEgl befindet 
sich in 3' -5' -Orientierung und das von ClTEgl6 in 5' -3'- 
Orientierung in pREl. Die funktionellen Teile der somit 
erhaltenen Expressionsvektoren sind in Figur 4 gezeigt. 

Die in Figur 4 aufgefuhrten Abkxirzungen haben folgende 
Bedeutungen : 

RB und LB = rechte und linke Border der Transf er-DNA. 
pACP23 = Promotor des Acyl -Carrier-Protein Gens 23 aus Raps 
C1TE13 = cDNA 13 aus Cuphea lanceolata 

tnos = Terminator des Nopalinsynthasegens aus Agrobacterium 

tumefaciens 
NPTII b Neomycinphospho transf erasegen II 
p35S = Promotor der 35S RNA des Cauliflower Mosaikvirus 
t35S = Terminator der 35S RNA des Cauliflower Mosaikvirus 
35s = Minimalpromotor der 35S RNA des Cauliflower Mosaic 
Virus 

Durch Transformation der erf indungsgemafien cDNA sowie der Gene 
aus den genomischen Klonen wurde die Mittelkettenspezif itat 
der Thioesterasen untersucht. Geeignete Pf lanzenmaterialien 
sind beispielsweise Raps und Tabak, da diese Pflanzen nur in 
der Lage sind, langerkettige Fettsauren ab C 16s0 zu produzieren. 

Dazu wurden die Expressionsvektoren pNBM99-TEgl bzw, pNBM99- 
TEglS mittels Agrobacterium unabhangig voneinander in Raps 
transf ormiert- Der Expressionsvektor pNBM99-TEgl wurde unter 
der Nummer DSM 8477 und der Expressionsvektor pNBM99-TEgl6 
unter der Nummer DSM 8478 am 27. August 1993 bei der DSM- 
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Deutsche S amm lung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, 
Masch roder Weg IB, D-38124 Braunschweig hinterlegt. 

Die Expressionsvektoren pNBM99-2TE und pNBM99-3TE wurden mit 
Agrobacterium tumefaciens unabhangig voneinander in Tabak 
trans formiert . 

Die transf ormierten Raps- und Tabakpf lanzen wurden dann auf 
ihren Gehalt an mittelkettigen Fettsauren untersucht. Dazu 
wurden reifende Samen durch gaschromatographische Untersuchung 
analysiert. Die Figuren 5 und 6 zeigen das Gaschromatogramm 
von Fettsaureextrakten aus transgenen Rapssamen bzw. Tabak - 
samen, die mit der Konstruktion pNBM99-2TE transf ormiert 
wurden • 

Aus den Gaschromatogrammen ist ersichtlich, daS transgener 
Raps wie auch transgener Tabak Caprinsaure (Peak C 10l0 ) 
produzieren. Daraus folgt, da£ die cDKA C1TE13 und das Gen aus 
dem genomischen Klon ClTEg7 (siehe oben) eine Thioesterase 
kodieren, die C 10s0 -spezif isch oder im wesentlichen C 10l0 - 
spezifisch ist. 

In weiteren Untersuchungen an transgenen reifen Rapssamen, die 
mit den Expressionsvektoren pNBM99-TEgl bzw, pNBM99-TEgl6 
transformiert worden sind, konnte festgestellt werden, dafi im 
Gaschromatogramm der Fettsaureextrakte im Fall des Gens aus 
dem genomischen Klon CITEgl (Figur 7) 1,7% Caprinsaure (C 10s0 ) 
und 0,4% Caprylsaure (C 8:0 ) und im Fall des Gens aus dem 
genomischen Klon ClTEglS (Figur 8) 5,4% Myristinsaure (C 14:0 ) 
gebildet werden. Die nachfolgende Tabelle II zeigt die 
Anderung des Fettsauremusters der untersuchten transgenen 
Rapspf lanzen. Die Angaben beziehen sich auf %-Anteil an 
Fettsaure im reifen Samen. 
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Daraus folgt, daS das Gen aus dem genomisch n Klon CITEgl und 
die cDNA C1TE12 (siehe oben) fur eine C 10j0 -spezif ische Acyl- 
[ACP] -Thioesterase oder im wesentlichen C 10l0 -spezif ische Acyl- 
[ACP] -Thioesterase und das Gen aus dem genomischen Klon 
ClTEgl6 fur eine C 14j0 -spezif ische Acyl- [ACP] -Thioesterase oder 
im wesentlichen C 14;0 -spezif ische Acyl- [ACP] -Thioesterase 
kodieren. Beim Vergleich der Aminosauresequenzen in Figur 3 
f&llt auf , daS der C 10 /C 14 -XInterschied von CITEgl und ClTEglS 
auf geringe Sequenzunterschiede "RR" (Positionen 360/361), H M n 
(Position 371), n KE" (Positionen 395/396) und "D" (Position 
398), etc. zurxickgefuhrt werden kann. Es befinden sich zudem 
eine Lucke (fiinf Aminos aur en) und Aminos aureaus t aus che im 
Bereich der Positionen 127 bis 135. Diese Regionen konnten 
einen EinfluS auf die Kettenlangenbegrenzung haben. 

Die erf indungsgemafien DNA-Sequenzen und die Gene aus den 
isolierten genomischen Klonen aus Cuphea lanceolata sind in 
hervorragender Weise geeignet, trans formier ten Pflanzen die 
Fahigkeit zu verleihen, mittelkettenspezif ische Fettsauren zu 
bilden. Das bedeutet, dafi ein vollfunktionsf ahiges Gen fiir 
eine mittelkettenspezif ische Acyl- [ACP] -Thioesterase uber- 
tragen werden kann. In gaschromatographischen Untersuchungen 
von transgenen Raps und Tabak wurde die Bildung von 
Caprinsaure und Myristinsaure durch Ubertragung von Genen fur 
eine C l0j0 - bzw. C 14s0 -spezif ische Acyl- [ACP] -Thioesterase oder 
im wesentlichen C 10j0 - bzw. C x4s0 -spezif ische Acyl- [ACP] - 
Thioesterase nachgewiesen. Es hat sich gezeigt, dafi die erfin- 
dungsgema&e cDNA sowie die Gene aus den gezeigten genomischen 
Klonen als pflanzliche Gene nicht zu Schwierigkeiten in der 
Vertraglichkeit in Raps und Tabak fiihren. Die ordnungsgemafce 
Kompartimentierung ist aufgrund der vorhandenen Trans itpep tide 
gewahrleistet . Fur eine regulierte Expression der C1TE13-CDNA 
kann ein samenspezif isch exprimierender Promotor benutzt 
werden und die Gene aus den gezeigten genomischen Klonen 
werden selbst durch die eigenen Promotoren gewebespezif isch 
reguliert. Positionsef f ekte konnen durch die notwendige Anzahl 
von Trans formant en ausgeglichen werden. 
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Somit eignen sich die erf indungsgemafien DNA-Sequenzen in Form 
der prasenti rten cDNAs als auch in Form der isolierten Gene 
der gezeigten genomischen Klone zur Produktion von mittel- 
kettenspezif ischen Fettsauren in transgenen Pflanzen, 
vorzugsweise Olpflanzen. Eine Optimierung des Gehaltes an 
mittelkettenspezif ischen Fettsauren kann durch zusatzlichen 
Transfer von Komponenten des Fettsauresynthasesys terns, wie 
z.B. DNA-Sequenzen fur ACP2, einer spezif ischen KAS, 
Ketoreduktase und Enoylreduktase, zum Beispiel aus Cuphea 
lanceolata, in Raps, erfolgen. Daruber hinaus ist zu erwarten, 
da£ die cytoplasmatisch lokalisierte LPA-AT (Lysophosphatid- 
saure Acyl transferase) z.B. aus Cuphea lanceolata in Raps eine 
deutliche Steigerung des Gehalts an mittelkettigen Fettsauren 
in den Triacylglyceriden mit sich bringt. 

Die nachfolgenden Beispiele dienen zur Erlauterung der 
Erf indung. 

Beispiele 

Das im Rahmen der vorliegenden Erfindung verwendete Pflanzen- 
material bestand aus den Arten Brassica napus (Cruciferae) 
(Raps) , Nicotiana tabacum (Solanaceae) (Tabak) und Cuphea 
lanceolata (Lythraceae) (lanzettblattriges Kocherblumchen oder 
Hockerblumchen) . Zur Transformation wurde die Sommerrapssorte 
Drakkar und die Tabaklinie Petit Havanna SRI verwendet. 

Beispiel 1 

Herstelluna von cDNAs der Acvl- [ACPI -Thioesterase aus Cuphea 
lanceolata 

Zunachst wurde eine cDNA-Bank aus Cuphea lanceolata (Wildtyp) 
hergestellt. Die cDNA-Bank wurde nach den Angaben des Her- 
stellers (Stratagene) mit Hilfe des cDNA ZAP®-Synthese Kits 
hergestellt. Als Ausgangsmaterial zur Synthese der cDNAs 
diente polyA* -mRNA aus isolierten, etwa zwei bis drei Wochen 
alten unreifen Embryonen. Die auf diese Weise gewonnene cDNA- 
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Bank hat eine Grofie von 9,6 x 10 s rekombinanten Phagen mit 
einem Anteil von etwa 50% Klonen, deren Insertionen 500 bp 
fibers teigen. 

Zum Screenen der oben beschriebenen cDNA-Bank wurde eine 
spezif ische Hybridisierungssonde fiir die Acyl- [ACP] -Thio- 
esterase hergestellt. Dazu wurden zunachst geeignete de- 
generierte Oligonukleotide benotigt. Bei Voelker et al (1992), 
Science 257 , Seiten 72-74 ist eine DNA-Sequenz einer pflanz- 
lichen Acyl- [ACP] -Thioesterase wiedergegeben. Von einigen 
Bereichen der Sequenz, die moglichst wenig degeneriert sind, 
wurden Oligonukleotidprimer abgeleitet und synthetisiert . Der 
Primer 3532, der den Aminosauren 277 bis 284 der Acyl- [ACP] - 
Thioesterase von Umbellularia californica entspricht, ist in 
PCR-Reaktionen in Verbindung mit dem Primer 2740 (ein modi- 
fizierter Oligo-dT-Primer mit Schnittstellen fur die Restrik- 
tionsenzyme BstBI , BamHI, Hindlll und Sail) geeignet zur 
Amplifikation einer spezif ischen Hybrid! sierungs sonde. 

Figur 1 zeigt die Sequenzen der fiir die PCR-Reaktionen 
verwendeten synthetischen Oligonukleotidprimer 3532 und 2740. 
Die Orientierung der Oligonukleotidprimer ist beim Primer 3532 
von 5' bis 3', beim Primer 2740 von 3' bis 5'. 

Ausgehend von 1 jzg poly A*-RNA wurde mit reverser Transkriptase 
(Boehringer Mannheim GmbH) aus Avian Myeloblastosis Virus 
(AMV) wahrend 30 Minuten bei einer Temperatur von 37°C eine 
cDNA-Syn these durchgef xihrt . Dazu wurde der in Figur 1 wieder- 
gegebene 3 ' -Oligonukleotidprimer (2740) zur Synthese der 
spezif ischen Hybridisierungssonde eingesetzt. Nach Inaktivie- 
rung der reversen Transkriptase durch Erhitzen wahrend 5 
Minuten bei einer Temperatur von 95°C wurde in dem gleichen 
Reaktionsansatz die PCR-Reaktion mit 50 pMol Endkonzentration 
je Primer und 4 Einheiten Ampli-Taq®- Polymerase (Perkin Elmer 
Cetus) durchgef iihrt . Die Reaktionen erfolgten unter den 
folgenden Bedingung n: a) Puf f erbedingung n: 10 mM Tris-HCl, 
pH 8,0; 50 mM KC1; 1,5 mM MgCl; 0,01% Gelatine und 5 mM dNTPs, 
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b) Reaktionsdauer und - tempera turen: 3 Minuten bei 92°C zum 
erstmaligen Denaturieren, dann 25 bis 30 Temperaturzyklen xnit: 
2 Minuten bei 92°C zum Denaturieren, 2 Minuten bei 50°C zum 
Annealen der Oligonukleotide und 2,5 Minuten bei 72°C zur 
Amplif ikation der DNA sowie abschliefiend 7 Minuten bei 72°C, urn 
eine vollstandige Synthese der letzten Syntheseprodukte zu 
erreichen. 

Die entstandenen Amplif ikationsprodukte wurden dann kloniert. 
Dazu wurde uberstehende einzelstrangige DNA der PCR-Produkte 
mittels Klenow-Polymerase aufgefiillt und anschliefiend mit 
Polynukleotidkinase phosphoryliert (Sambrook et al, A 
Laboratory Manual, 2nd edn., (1989)). Die Aufreinigung der 
PCR-Produkte erfolgt gema£ Standardprotokollen nach Sambrook 
et al (supra) durch Agarose-Gelelektrophorese, Gelelution, 
Extraktion mit Phenol /Chloroform und abschlie&ender Fallung 
mit Isopropanol. Die auf diese Weise gereinigte DNA wurde in 
Smal gespaltene pBluescript®-Vektor-DNA ligiert und kloniert. 

AnschlieSend wurde das klonierte PCR- Fragment nach der Methode 
von Sanger et al, Proc. Natl. Acad. Sci. 74, Seiten 5463-5467 
sequenziert. Die DNA-Seguenzierung erfolgte teilweise radio- 
aktiv mit Hilfe des Seguencing®-Kits bzw. mit Hilfe eines 
Pharmacia Automated Laser Fluorescent A.L.F.®-DNA-Sequenzier- 
gerats. Die Seguenzen wurden mit Hilfe der Computer Software 
der University of Wisconsin Genetics Computer Group (Devereux 
et al , Nucl. Acids Res. 12, Seiten 387-395 analysiert. 

Wie aus der als SEQ ID NO: 8 im Sequenzprotokoll gezeigten 
Sequenz des 530 bp Acyl- [ACP] -Thioesterase-PCR-Produkts, 
PCR42, zu ersehen 1st, konnte ein PCR-Produkt mit 
signifikanter Homologie zur Ausgangssequenz synthetisiert 
werden. Unter der DNA- Sequenz ist die korrespondierende 
Aminosaure dargestellt. 

Das oben beschriebene 53 0 bp grofie PCR-Produkt wurde als Sonde 
zur Isolation von Acyl- [ACP] -Thioesterase-cDNAs verwendet. 
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Dazu wurde die ob n beschri b ne cDNA-Bank mit dem PCR-Produkt 
gescreen d und 11 cDNAs isoliert, die aufgrund ihr r Sequenzen 
in drei Klassen eingeteilt werden konnen. 

In diesem Zusammenhang wurden die cDNA-Klone C1TE13, C1TE5 und 
C1TE12 isoliert, die jeweils eine der drei Klassen reprasen- 
tieren. Ihre DNA-Sequenzen sowie die daraus abgeleiteten 
Aminosaure sequenz en sind als SEQ ID NO: 1,2 und 3 im Sequenz- 
protokoll dargestellt. 

Beispiel 2 

Herstellung von qenomischen Klonen der Acvl- [ACP] -Thioesterase 
aus Cuphea lanceolata 

Hierzu wurde genomische DNA aus jungen Blattern von Cuphea 
lanceolata isoliert (S.L. Delia Porta, J. Wood und J.B. Hicks, 
A plant DNA minipreparation; Version II, Plant. Mol. Biol. Rep. 1, 
Seiten 19-21 (1983)) . Die DNA wurde dann partiell mit dem 
Restriktionsenzym Sau3A gespalten, wonach DNA-Fragmente der 
GroSenordnung zwischen 11000 bp und 19000 bp in den mit Xhol 
gespaltenen Vektor FIX II (Stratagene) kloniert wurden, 
nachdem die beteiligten Schnittstellen jeweils mit zwei 
Nukleotiden partiell aufgefullt worden waren. Die nichtver- 
vielfaltigte genomische DNA -Bank reprasentierte 5,4 mal das 
Genom von Cuphea lanceolata. Mit der CITES-cDNA als Sonde 
wurden dann aus dieser Bank 103 hybridisierende Phagen 
isoliert, 40 davon weiter aufgereinigt und 23 kartiert. Diese 
lassen sich in vier Klassen einteilen. Hierzu wird auf Figur 2 
verwiesen, die die genomischen Klone ClTEgl, ClTEglS, ClTEg4 
und ClTEg7, welche unterschiedlichen Klassen zugeordnet 
werden, zeigen. Geeignete DNA-Fragmente der genomischen Klone 
wurden sequenziert. Ihre DNA-Sequenzen sowie die daraus 
abgeleiteten Aminosauresequenzen sind als SEQ ID NO:4,5,6 und 
7 im Sequenzprotokoll wiedergegeben. 
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Beispiel 3 

Transformation von Raps und Tabak 



Es wurden geeignete Expressionsvektoren hergestellt • Dazu 
wurde ein chimares Gen bestehend aus der C1TE13 -cDNA, dem 
Promo tor ACP23 und dem Terminator tnos in den binaren Vektor 
pREl inseriert. Daraus resultiert der Vektor pNBM99-2TE. Der 
Vektor pNBM99-3TE wurde hergestellt , indem die C1TE13 -cDNA 
nach dem konstruierten Doppelpromotor der 35S RNA aus dem 
Cauliflower Mosaic Virus (p35S/Ap35S) in den binaren Vektor 
pRE9 eingefuhrt wurde. Weitere Expressionsvektoren wurden 
hergestellt unter Verwendung der genomischen Klone CITEgl und 
ClTEgl6 und dem binaren Vektor pREl. Die somit erhaltenen 
Expressionsvektoren wurden mit pNBM99-TEgl und pNBM99-TEg!6 
bezeichnet . 

Die Transformation von Raps erfolgte mittels Agrobacterium 
tumefaciens nach dem Protokoll von De Block et al, Plant 
Physiol .91, Seiten 694-701 ausgehend von Hypocotylstucken. 
Dabei wurde der Agrobacterienstamm GV3101 C58C1 Rif r (Van 
Larebeke et al, Nature 252 , Seiten 169-170 (1974)) mit dem Ti- 
Plasmid pMP90RK (C.Koncz, J. Schell, Mol. Gen. Genet. 204 , 
Seiten 383-396 (1986)) und die oben genannten Expressions- 
vektoren verwendet. Die Selektion auf Kanamycin-Resistenz 
erfolgte mit 50 fig (Medium A5) , spater mit 15 fig Kanamycin 
(Monosulphat, Sigma K-4000) pro Milliliter Medium (Medium A6 
und A8) . Die Transf ormationsrate betrug 10%, bezogen auf die 
Anzahl ausgelegter Hypocotylstiicke. Sie basiert auf der 
Verif izierung der Transformation mittels Southern-Blot 
(Sambrook et al, supra.) bzw. (PCR-Edwards et al, Nucl. Acids 
Res. 19, Seite 1349, (1991)). 

Die Transformation von Tabak erfolgte mit dem oben genannten 
Vektorsystem nach dem "Leaf -Disk" Transf ormat ions verfahr en 
nach R.B. Horsch et al. Pant. Mol. Biol. 20, Seiten 1229-1231, 
(1985)) . 
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Die Analyse der Fettsauren in den transf ormierten Pflanz n 
wurd nach der Methode von W. Thies, Z. Pf lanzenzuchtung 65 , 
Seiten 181-202 (1971) und W. Thies, Proc. 4th Int. Rape Seed 
Con, 4.-8. Juni, GieSen, Seiten 275-282 (1974) znit Hilfe eines 
Hewlett-Packard Gaschromatographen (Modell HP5890 Serie II mit 
FID) und einer 10 m langen Kapillarsaule (FS-FFAP-CB-0,25 von 
CS-Chromatographie-Service GmbH, Langerwehe) durchgefiihrt. Mit 
Wasserstoff als Tragergas erfolgte die Trennung der Fettsaure- 
methylester in einem Tempera turgradi en ten von 140°C bis 208°C 
bei einem Tempera turanstieg von 2 0°C pro Minute. Nach Erreichen 
der Endtemperatur von 208°C verlief die Trennung Isoterm uber 
sieben Minuten. Injektor tind Detektor wurden konstant bei 250°C 
betrieben. 

Sollten in irgendeiner Weise molekularbiologische Arbeiten 
nicht hinreichend beschrieben sein, so wurden diese nach 
Standardznethoden, wie bei Sambrook et al # supra, beschrieben, 
durchgefiihrt . 
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Patentanspruche 

1. DNA-Sequenzen, die fiir eine mittelkettenspezif ische 
Acyl- [ACP] -Thioest erase kodieren, und die Allele sowie 
Derivate dieser DNA-Sequenzen. 

2. DNA-Sequenzen nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daS sie aus Pflanzen isoliert sind. 

3. DNA-Sequenzen nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet , 
daS sie aus Cuphea lanceolata isoliert sind. 

4. DNA-Sequenzen nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, daS sie fur eine C i0j0 -spezif ische Acyl- 
[ACP] -Thioesterase oder im wesentlichen C 10 . 0 -spezif ische 
Acyl - [ACP] -Thioesterase kodieren. 

5 . DNA-Sequenzen nach einem der Anspruche 1 bis 3 , dadurch 
gekennzeichnet, dafi sie fur eine C 14:0 -spezif ische Acyl- 
[ACP] -Thioesterase oder im wesentlichen C 14:0 -spezif ische 
Acyl - [ACP] -Thioesterase kodieren. 

6. Genomische Klone, die das vollstandige Gen fur eine 
mittelkettenspezif ische Acyl- [ACP] -Thioesterase und die 
Allele sowie Derivate dieses Gens enthalten. 

7. Genomische Klone nach Anspruch 6, dadurch gekennzeich- 
net, dafi das vollstandige Gen neben dem Strukturgen die 
Promotorsequenz und andere Regulatorsequenzen umfafit. 

8. Genomische Klone nach Anspruch 6, dadurch gekennzeich- 
net, dafi sie aus genomischer Pflanzen-DNA isoliert sind. 

9. Genomische Klone nach Anspruch 8, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die Pflanzen-DNA von Cuphea 
lanceolata stammt. 
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10. Genomischer Klon nach einem der Anspriiche 6 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet , daS die mittelkettenspezif ische 
Acyl- [ACP] -Thioest erase eine C 10 . 0 -spezif ische Acyl- [ACP] - 
Thioesterase oder im wesentlichen C 10;0 -spezif ische Acyl- 
[ACP] -Thioesterase ist. 

11. Genomischer Klon nach einem der Anspriiche 6 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet, daS die mittelkettenspezif ische 
Acyl- [ACP] -Thioesterase eine C 14:0 -spezif ische Acyl- [ACP] - 
Thioesterase oder im wesentlichen C 14r0 -spezif ische Acyl- 
[ACP] -Thioesterase ist. 

12. Genomische Klone ClTEg4 (DSM 8493) und ClTEg7 
(DSM 8494) . 

13. Plasmide pNBM99-TEgl (DSM 8477) und pNBM99-TEgl6 
(DSM 8478) . 

14. Verfahren zur Herstellung von Pflanzen, Pf lanzenteilen 
und Pf lanzenprodukten, die Fettsauren mittlerer Ketten- 
lange produzieren, bei dem eine DNA-Sequenz nach einem 
der Anspriiche 1 bis 5 oder ein aus den genomischen 
Klonen oder Plasmiden nach einem der Anspruche 6 bis 13 
stammendes Gen auf gentechnologischem Weg ubertragen 
wird. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daS 
die Pflanzen, Pf lanzenteile und Pf lanzenprodukte 
Caprinsaure (C 10:0 ) oder im wesentlichen Caprinsaure 
(C 10:0 ) produzieren. 

16. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dafi 
die Pflanzen, Pf lanzenteile und Pf lanzenprodukte 
Myristinsaure (C 14:0 ) oder im wesentlichen Myristinsaure 
(C 14:0 ) produzieren. 



WO 95/06740 



24 



PCT/EP94/02935 



17. Verfahren nach Anspruch 15 Oder 16/ dadurch 

gekennzeichnet, daS zusatzlich DNA-Sequenzen, die fur 
ACP2, eine spezifische KAS, Ketoreduktase und 
Enoylreduktase und gegebenenf alls Lysophosphatidsaure- 
Acyl transferase kodieren, iibertragen werden. 

• 18, Verfahren nach einem der Anspriiche 14 bis 17, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die DNA-Sequenz bzw. DNA-Sequenzen 
und die Gene durch Mikroinjektion, Elektroporation, 
Particle gun, das Quellen von Pf lanzenteilen in DNA- 
Losungen, Pollen- oder Pollenschlauchtransf ormation, 
Ubertragung von entsprechenden rekombinanten Ti- 
Plasmiden oder Ri-Plasmiden von Agrobacterium 
tumefaciens, Liposomen-vermittelten Transfer oder durch 
Pf lanzenviren ubertragen wird bzw. werden. 

19. Verwendung einer DNA-Sequenz nach einem der Anspriiche 1 
bis 5 oder eines aus den genomischen Klonen oder 
Plasmiden nach einem der Anspriiche 6 bis 13 stammenden 
Gens zur Ubertragung von Genen fur mittelketten- 
spezifische Acyl- [ACP] -Thioesterasen in Pflanzen. 

20. Verwendung nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, daS 
die mittelkettenspezif ische Acyl- [ACP] -Thioesterase eine 
C 10:0 -spezif ische Acyl- [ACP] -Thioesterase oder im wesent- 
lichen C x0:0 -spezif ische Acyl- [ACP] -Thioesterase ist. 

21. Verwendung nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, daS 
die mittelkettenspezif ische Acyl- [ACP] -Thioesterase eine 
C 14;0 -spezif ische Acyl- [ACP] -Thioesterase oder im 
wesentlichen C 14:0 -spezif ische Acyl- [ACP] -Thioesterase 
ist. 

22. Pflanzen, Pf lanzenteile und Pf lanzenprodukte hergestellt 
nach einem Verfahren der Anspriiche 14 bis 18. 
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